































Varicella‐zoster  virus  (VZV)  is  a pathogenic human  alphaherpesvirus which  is  a 
significant  cause  of morbidity.  VZV  causes  a  primary  infection,  usually  in  children, 






anatomical distribution of a particular  sensory dermatome  [3].While viral  reactivation 
may occur spontaneously,  it can also  follow one or more  triggering  factors such as di‐
minished cell‐mediated immunity to the virus as occurs with older age or immunosup‐
pression due  to drug  treatment or disease, X‐Ray  irradiation,  infection,  trauma or ma‐
lignancy [2]. 
Post‐herpetic  neuralgia  (PHN),  a  condition  highly  refractory  to  treatment,  is  the 
most well‐known complication of herpes zoster, causing severe and constant pain in the 
affected dermatome lasting longer than three months after the zoster rash [3]. It has be‐
come  increasingly recognised  that  the disease spectrum caused by VZV reactivation  is 
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particular because of  the human specificity of VZV, and  this has hindered attempts  to 
understand  the VZV  latency  process  in  vivo. However,  because  of  the  limitations  of 
studying viral  latency  in post‐mortem tissues (see below), future studies might rely on 
induced pluripotent stem cells and/or neuronal or brain organoids [9] 












tions  (the Tiriyo, an  isolated Amazon  tribe) without  the presence of overt disease  [16]. 
This  clinical definition of  latency has been updated with  each major advance  in  tech‐
niques detecting evidence of  the virus  [17]. Thus,  latency  is now  characterized by  the 




glionic  latency  is potentially  important. First, since  the  functional properties of several 
VZV genes are known, it is possible that identification of a specific viral transcript that is 
expressed during  latency may give clues as to its functional importance in the process. 










tion has been  the actual extent of  this viral  transcript  restriction.  In  this context, a key 
issue  is  that since such studies must of necessity be performed on human ganglia  that 







that  this may  indeed  be  the  case. An  early  study  [20] used  a  cDNA  library  from  the 
mRNA of latently infected human ganglia to show that VZV gene transcription in these 











VZV would  already  have  reactivated  after  longer delays. Accordingly,  they  obtained 
post‐mortem ganglia very early, within about 6 hours after death of the individuals, be‐
fore any viral  reactivation was  likely  to have  taken place, and detected  just  two viral 
transcripts using a highly sensitive enriched RNA‐Seq method. As well as detecting VZV 
ORF 63, as expected, they also detected a spliced latency associated VZV transcript (VLT) 














HSV‐1 both establish  latent  infection  in neurons of the peripheral nervous system [25], 
even within  the  same cell  [26]  from which both viruses can  reactivate and even  in  re‐
sponse to the same stimuli [27]. Both viruses have similar genomic architecture consisting 
of unique  long and short stretches of DNA bounded by segments of  inverted repeated 








[31],  investigation of  the virus has been hindered. While  the  increased use of cultured 
human neurons generated  from  induced pluripotent or  embryonic  stem  cells or  from 
autopsy derived samples has provided a viable platform to study virus latency and re‐
activation  [9,32–38],  there  is currently no  technique  to overcome  the VZV  infectious  to 
defective particle ratio that approaches 1:20,000 [39], and synchronized infections are ex‐













ordered  but  are  highly  unstable, mobile  and  situated  throughout  the  virus  genome 
[46,47]. Virus tegument proteins (VP16 for HSV‐1 and IE62 for VZV) delivered into the 
cell  during  virus  entry  recruits  host  cell  factor‐1  (HCF‐1)  along with  histone methyl‐






promoters made  accessible  to  transcription  factors by  chromatin  remodeling  [50]. The 













active. The varicella  latency  transcript  (VLT)  for VZV and  the  latency associated  tran‐
script  (LAT) for HSV‐1 are  transcribed during  latency when  the rest of the virus DNA 
contains histones with PTM indicative of heterochromatin and, thus, is transcriptionally 
silent.  Both VLT  and  LAT  are  spliced  transcripts mapping  antisense  to  the  immedi‐
ate‐early  virus  gene  involved  in  disarming  the  host  response  to  foreign DNA;  open 
reading  frame  (ORF) 61 encoding  immediate‐early protein 61  (IE61)  for VZV and RL2 






region was not  included. While  independent evidence  from simian varicella virus,  the 
primate counterpart to human VZV, suggested the presence of VLT [51], it was not until 
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analysis  of  human  trigeminal  ganglia  suggests VZV  does  not  encode multiple  RNA 
during latency [53,54].   
A  further  interesting  feature  shared  by VLT  and LAT  is  their mapping  location. 










while LAT maps  antisense  to HSV‐1 RL2,  the HSV‐1  homology  to VZV ORF61. VLT 
transcripts  downregulate  the  transcription  of VZV ORF61  in  transfection  assays  [23]. 
While it is tempting to attribute similar antisense regulation of RL2 by HSV‐1 LAT, re‐
peated findings suggest this is not the case [55,56]. It is more likely that the mechanism 





results from changes  in  the chromosome without alterations  in  its DNA sequence  [58]. 
However,  stable  phenotypic  changes  in  alphaherpesviruses  that  are  inherited  across 
subsequent virus generations  involve mutations of  the virus genome  [59,60]. Thus,  the 








transcriptional  outcomes,  either  actively  transcribed  “on”  (euchromatin)  or  transcrip‐
tionally silent “off”  (heterochromatin); however,  it  is clear  that  individual histones can 
exhibit multiple PTM  that  function  in unison  to  amplify or  cancel  signals within  and 
between histones as well as form scaffolds for multiple transcription factor binding [65]. 












are  transcribed  independent  of  preexisting  virus  transcription  factors.  In  response  to 
neuronal stress, host c‐Jun N‐terminal kinase phosphorylates serine residues are neigh‐
boring lysine residues on histone protein 3 that contain trimethylation PTM [76,77]. Thus, 
stress  modifies  (H3K9me3  +  S10)  to  (H3K9me3  +  S10P)  and  (H3K27me3  +  S28)  to 

















cleotides was  detected  by methyl‐specific  restriction  endonuclease  analysis  of HSV‐1 








erally  assumed VZV gene  silencing does not  involve methylation of CpG  islands,  the 
experimental data are lacking. 
Supplementing and extending studies that describe the nucleosome content of latent 





elements)  and  intrachromosomal  as  well  as  interchromosomal  loops  [88–90].  HSV‐1 
DNA contains multiple CTCF‐binding sites that are occupied during latency, function in 
a cell‐type specific fashion to block the LAT promoter from activating ICP0 transcription 
and maintain  correct  demarcation  of  heterochromatin  and  euchromatin  [91–94].  The 
importance of CTCF  site occupancy  in maintaining virus  latency  is  shown  in  that  the 
binding of CTCF along with its associated polycomb group protein diminishes upon the 
induction of  reactivation, and also  the global  reduction of host CTCF  transcription  in‐
duces  HSV1  reactivation  [95–97].  Restricting  computer‐assisted  searches  for 
CTCF‐binding sites on the VZV genome to the homologous region on the HSV‐1 genome 
where  CTCF  occupancy  was  experimentally  determined,  identified  four  potential 




intron of VZV VLT  (Figure 1). While evidence suggests  this CTCF‐binding site  in VLT 
plays  a  critical  role  in  virus  latency  and  reactivation,  its  function  as  a  site  of 
CTCF‐binding has yet to be reported. 






transcription  annotation  (Braspenning  et  al.  2020)  and  the  annotated HSV‐1  reference  sequence  (NCBI Reference  Se‐
quence: NC_001806.2). The genomes are presented with  the  latency associated transcripts on  the  top strand  in 5’  to 3’ 
orientation. Arrows show  the relative size and direction of each  transcript with exons  (thick arrows/lines) and  introns 
(thin lines). The red colored latency associated transcripts are distinguished from the blue lytic gene transcripts with the 
















pre‐vaccine era attest  to a  significant protective  role of VZV  immunoglobulins  (VZIG) 
when given to children at risk of severe VZV infection. VZIG was prepared from donors 
with recent zoster and high levels of VZV specific immunoglobulins, and a small clinical 
study  demonstrated  that  VZIG  prevented  infection  when  given  to  healthy  children 
shortly  after  exposure  to  chickenpox  from  siblings  [104].  Subsequently,  clinical  trials 
demonstrated that VZIG administration in immunosuppressed children modified rather 
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disseminated  skin  eruption/zoster  in  the  context  of  defective  Type  I  or  Type  II  IFN 
pathways provide more indirect evidence of important non‐redundant roles of both Type 
I and  type  II  IFNs  in protecting against VZV  reactivation  in humans  [101,102,109,110]. 
However, despite several studies addressing these issues, the precise immune cells and 
immune mediators required for protective immunity in primary infection versus reacti‐
vation have not been clarified.  In particular,  the  individual contribution  from different 
cell  types,  including  lymphocytes, macrophages, plasmacytoid dendritic  cells and epi‐
thelial  and  endothelial  cells, which  are  all present  in human ganglia,  remains  insuffi‐
ciently understood and explored. 
6.2. Immune Histology in Ganglia 
Some  information  has  been  gained  from  studying  the  ganglionic  histopathology 
from 15 individuals with latent HSV‐1 or VZV post‐mortem and comparing trigeminal 
ganglia (TG) with dorsal root ganglia (DRG) [111]. When evaluating viral latency tran‐




in TGs  (and not  in DRGs)  for both alphaherpesviruses,  indicating antigen  recognition 
and T  cell  stimulation  in TGs. This  study was  from  2006,  and  the  evaluation of VZV 
ORF63 might have provided a more precise picture of VZV reactivation. A more recent 
study examined paraffin‐embedded sections from ganglia obtained post‐mortem from a 













ceptibility  to herpes simplex encephalitis  in children and adults  [101]. Following  these 
discoveries, additional IEIs have been shown to predispose to severe disseminated pri‐
mary varicella, frequent and extensive zoster or varicella pneumonia [101,102]. The most 








cell  subsets,  including defects  in DOCK2, DOCK8, MHC  II, CARMIL2, ORA1/STIM1, 
STK4, CXCR4, CARD11, CTPS1, MCM4, GINS1, RTL1, FCRF3AMAGT1, CD27, CD70, 








of  primary  varicella was  reported  [115].  RNA  polymerase  III  (POL  III)  is  a  17 mul‐
ti‐subunit enzyme with a house‐keeping  function  in  transcribing rRNAs and tRNAs  in 
the nucleus, but also, since 2009, recognized as serving as an  innate  immune sensor of 
AT‐rich DNA  in  the cytosol  [116]. The enzymatic activity of POL  III has  the ability  to 
convert AT‐rich DNA  into 5’triphosphorylated RNA, which  serves as a  ligand  for an‐













unit,  POLR3F,  in monozygotic  adult  twins with  recurrent  VZV meningoencephalitis 
[118]. In young adulthood these female twins both experienced repeated episodes of CNS 
vasculitis  presenting  in  a  stroke‐like manner  with  hemiparesis,  sensory  deficits  and 
headache, and clinically diagnosed as  recurrent VZV meningoencephalitis with vascu‐
litis. Subsequent  studies  from our group  investigating genetics  and VZV‐induced  im‐
mune responses in adults with VZV encephalitis caused by VZV reactivation also identi‐
fied defects in POL III [119,120]. These publications, together with the twin study on VZV 
CNS vasculitis,  suggest  that POL  III  is  important  in protection against VZV, not only 
during primary VZV infection but also potentially in controlling latency during viral re‐




latency  through  the production of  type  I and  III  IFNs, or whether POL  III may be  in‐
volved in the maturation of adaptive immunity during primary infection in more indi‐
rect/subtle ways. In the former case, it is not clear whether the role of POL III is exerted in 
the peripheral sensory ganglia,  i.e.,  the PNS, or  rather after  reactivation  into  the CNS. 
Although several pertinent questions remain, these and other studies provide evidence 
that  type  I  (and III)  IFNs play  important roles  in VZV  infection and reactivation.  Intri‐
guingly, in a clinical observation of a patient with disseminated VZV eruption/varicella 
who had circulating autoantibodies against IFNα, it was first reported in 1981 [119] that 







to cause herpes zoster or CNS  involvement  in  the  form of meningitis, encephalitis and 
vasculitis.  It may,  therefore, be  informative  to  consider  a medical  condition  involving 
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exclusively  alphaherpesviruses  reactivation. Mollaret’s meningitis,  the molecular  and 





ciate defective autophagy with viral  infection  in humans  [124,125]. HSV‐2  infection of 
fibroblasts from these patients demonstrated impaired virus‐induced autophagy as well 
as increased viral replication and enhanced cell death, and this cellular phenotype was 






to  severe VZV  infection  and  reactivation  from  latency.  Indeed,  in  vitro  studies  have 
demonstrated both pro‐and antiviral  roles of autophagy  in VZV  immunity and patho‐
genesis. Briefly,  several  studies  have provided  evidence  of  interactions  between VZV 
replication and autophagy pathways during lytic infection and shown that these virus–
host interactions take place in a highly cell‐type dependent manner. Whereas autophagy 
seems  to  exert antiviral  roles  in  some  contexts,  the virus may also directly utilize au‐
tophagy molecules for its own benefit to enhance replication and viral egress (related to 
the  endoplasmic  reticulum and other  cell organelles) and,  thus, evade autophagy and 
subvert  this process  [126–129]. The  finding  that VZV directly  inhibits autophagosome–





HSV and VZV  infection and  to define  to what extent altered cellular homeostasis and 
autophagy processes may influence VZV reactivation and disease.   
8. Conclusions 
During  the  last  decade  there  has  been  a  significant  increase  in  our  detailed 
knowledge of the complex mechanism underlying VZV latency, as well as an emerging 
appreciation of the diversity of the clinical syndromes caused by VZV reactivation. The 
advances  in  the understanding of VZV  latency have been  extensive but  largely  incre‐
mental, and a true paradigm shift has yet to be defined. This increased understanding has 
largely been driven both by new molecular virological technologies and an increased in‐
terest  in  viral  latency  among  the  scientific  community.  The  emergence  of  epigenetic 
mechanisms influencing VZV latency is likely to lead to an explosion of interest in this 




netics  and  cellular  immune phenotype of  individuals with  inborn  errors of  immunity 
presenting with severe disseminated VZV infection. Since alpha human herpes virus la‐
tency  is  established  so  early  in  life,  it  is unlikely  that viral  latency  can be  completely 
prevented, but  a  significant  consequence of  current  research  is more  likely  to  lead  to 
therapies  that may  treat  or  prevent  viral  reactivation  in  both  immunocompetent  and 
immunocompromised individuals. 
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